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論文内容要旨
 ほ乳動物の顎下腺は動物の種類に固有な粘稠性の糖タンパク(ムチン)を合成,分泌すること
 力沽くから知られ,すでに1888年,Ha㎜arste磁顎下腺よりムチンの粗標品を得ている。そ
 の後,ムチンによるインフルエンザウイルスの血球凝集阻止作用が発見され,ムチンの精製や構
 造の研究が活発に行なわれる様になったが,まだ,その構造は解明されていない。一特に,糖タン
 パクの構造研究で最も重要とみられる,アミノ酸と糖との結合形式について,最小単位の糖ペプ
 チドを単離して直接証明する試みは講も成功していない。そこで著者は,ムチンの構造研究とし
 てまず,糖とアミノ酸との結合最小単位を単離して直接証明すると共に,酵素消化で得られる短
 鎖糖ペプチドの構造決定を行なうため・ヒツジ顎下腺ムチンを用いて以下の実験を行なった。
 実験・方法
 まず,ヒツジ顎下腺ムチン(OSM)をpH2.0の硫酸で処理して,シアル酸を除き,プロナーゼ
 で徹底的に消化を行なった。消化後SephadexG-25カラムを用いてゲルろ過を行ない,得ら
 れた画分を,生体液アミノ酸分析用の日立カスタムレジン#2614を用い,0.1Mピリジンー
 酢酸緩衝液(pH'3.1)と1.oMピリジンー酢酸緩衝液(pH5.1)の直線濃度勾配溶出を行なって
 分画した。溶出液についてElson-Morgan法でヘキソサミンをしらべ,ヘキソサミンを含む画
 分(Fr.A)を濃縮し,凍結乾燥した後,同じ樹脂を用い,0.05Mピリジンー酢酸緩衝液(pH
 2.6)と0.2Mピリジンー酢酸緩衝液(pH2.6)の直線濃度勾配溶出法で再クロマトグラフィー
 を行なった。次いで,ヘキソサミンを含むことがわかったピークのうち,比較的アミノ酸組成の
 単純なピークをまとめて濃縮し,凍結乾燥した後,さらに,同じ樹脂を用いて,同じ条件で,再
 クロマトグラフィーを行なって精製した。続いて,高圧ろ紙電気泳動法でさらに分画し,ぺrノ尋一
 クロマトグラフィーで均一と確認されたものについて構造研究を行なった。
 実験結果,考察および結論
 OSMからシアル酸を除き,プロナーゼで徹底的に消化して得られた消化産物を,Sephadex
 G-25カラムを用いてゲルろ過を行なった結果,消化産物は分子量的に極めて不均一なことがわ
 かった。次いで,ゲルろ過で得られたFr.1をイオン交換クロマトグラフィーで分画して約100
 種のニンヒドリン陽性のピークが認められたが,そのうち,ヘキソサミンを含む物質は大部分が
 はじめに溶出される画分(Fr.A)に見出さ1』れ,後で溶出される画分(Fr・B)にはピークB12に
 ヘキソサミンが比較的多く含まれていた。Fr.Aの再クロマトグラフィーで,ヘキソサミンを含
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 野む約29種のピークが得られた。そのうち・比較的アミノ酸組成の単純なA5・A12・A14・
 織募岳麓瓢猛薩竺⊇鷲激無‡盤驚
 懸盤1羅二驚㌶1誌譜猛諮讐論墨1塑
 1膿鷺鰭ll二溢乙罵ll講灘糠、灘上、,
 ・姫の糖ペプチドについて・そのアミノ酸とヘキソサミ凋定量を行なうと共に.ダンシル化法
 iでN一末端分析を,また,エドマンーダンシル化法でアミノ酸配列順序を決定した。その結果,
 A14aは,セリン1モルとガラクトサミン1モルからなっていたが,他の糖ペプチドについて
 は,ペプチド部分の構造としてA12dはSer-GluτPro-Thr,A17cはSer-Gly-Thr一
 .・Glu,B12はGly-Ser-Alaと決定された。また,これらの糖ペプチドに含まれるガラクト
 サミンはA12dとB12が1モル,A17cが2モルであった。次に,これらの糖ペプチドに
 α一N一アセチルガラクトサミニダーゼを作用させたところ,N一アセチルガラクトサミンの定
 量的遊離が認められたので,すべての糖ペプチドがセリン,スレオニンの水酸基を介したO一α一
 N一アセチルガラクトサミニド結合をもつことがわかった。そのうち,A14aの酵素分解産物
 中のアミノ酸を分析し,セリンを定量的に検出することができた。従って,A14aはセリンの
 水酸基とN一アセチルガラクトサミンが0一α一グリコシド結合をした,糖とアミノ酸との結合
 最小単位であることが証明された。現在までに均一なものとして単離された糖ペプチドは数桓に
 すぎないが,今後本法を適用して入念に分画,精製することにより,多数の糖ペプチドが単離可
 能な見通しなので,本研究はこの種の複雑な糖ペプチド混合物の新しい分画,精製法を開発した
 ものといえよう。
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 審査結果の要旨
 糖タンパクにおいて,糖とタンパクが如何なる結合形式をとるかは,その生体内における存在
 意義などとの関連からも重要な問題の一つである。この糖とタンパクとの結合形式の一つとして,
 タンパク中のセリンまたはスレオニンの水酸基と糖とのO一グリコシド結合が推定されてきたが,
 その最小単位の糖ペプチドを単離して,直接証明する試みは何人も成功していない。
 著者は乙の問題を解決するために,ヒツジの顎下腺ムチンを用い,まず弱酸処理でシアル酸を
 除いてから,プロナーゼで徹底的に消化して糖ペプチドの混合物を得た。次いで,この糖ペプチ
 ド混合物を生体液アミノ酸分析用の日立カスタムレジン#2614を用いて,イオン交換カラム
 クロマトグラフィーを繰返し,約29種の糖ペプチド画分を得た。そのうち,比較的アミノ酸組
 成の単純な糖ペプチド画分を選び,再クロマトグラフィーを行なってから,高圧ろ紙電気泳動法,
 ぺ一パークロマト法などで精製し,4種の糖ペプチドを単離した。これらについて・N一末端分
 析,Edman-Dansy1化法によるアミノ酸配列順序の決定・α一N一アセチルガラクトサミ
 ニダーゼによる消化実験などを行なって,構造を決定した。その結果,そのうちの1つ(A14a)
 は,セリンの水酸基にN一アセチルガラクトサミンが0一α一グリコシド結合をした,糖とアミノ
 酸との結合最小単位であることが証明された。また,糖ペプチドにおけるアミノ酸配列の規則性
 も示唆された。一方,本報告の分画・精製法を適用して入念に分画することによって,多数の糖
 ペプチドが単離可能なことも明らかとなった。
 以上の成績は,未だ何人も成功をみなかった,糖タンパクにおける0一グリコシド結合の最小
 単位の単離,同定に成功すると共に,従来確立されていなかった,この種の複雑な糖ペプチド混
 合物の新しい分画・精製法を開発したもので,糖タンパク化学への貢献は甚だ大である。
 よって本論文は学位を授与するに値する。
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